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摘要 : 树 勋 可 作为 人 类 疾病 的 民 好 模型 ， 但 缺乏 对 其 免疫 功能 研究 的 基本 标志 和 单元 隆 抗体 。 该 研究 应 用 
RT-PCR 技术 , 分 别 从 3 只 树 网 的 肝脏 、 脾 胜 和 血液 中 殉 隆 了 CD 38 全 长 编码 序列 并 用 Discovery Studio 等 软件 对 
其 分 子 特征 进行 了 分 析 。 结 果 显 示 ， 树 购 CD3g cDNA 的 开放 阅读 框 全 长 582 bp， 编 码 193 个 氢 基 酸 。 树 网 与 其 
他 哺乳 动物 的 CD3s 和 蛋白 整体 结构 近似 ， 与 人 和 恒 河 猴 CD3s 的 亲缘 关系 较 近 ， 胞 内 域 与 跨 膜 域 高 度 保守 ， 但 胞 
外 域 出 现 2 个 潜在 的 糖 基 化 位 点 ， 表 面 电荷 亦 存 在 差异 。 该 研究 为 今后 制备 树 鸯 CD3 单元 隆 抗 体 及 功能 研究 芮 









































定 初 步 的 基础 。 
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Abstract: The use of tree shrews (Tupaia belangeri) In human disease studies demands essential research tools, in 
particular cellular markers and their monoclonal antibodies for Immunologlcal studies. Here we cloned the full-length 
cDNAs encoding CD3e from total RNA of the spleen, liver and peripheral blood of tree shrews and analyzed their 
structural characteristics In comparison with other mammals by Discovery Studio software. The results showed that the 
open reading frame sequence of tree shrew CD3g was 582 bp, encoding 194 amino acids. The overall structure of tree 
shrew CD3sg protein was similar to 1ts counterparts of other mammals, Intracellular and transmembrane domain highly 
conserved. However, detailed analysis revealed two potential glycosylation sites and different surface charges ln the 
extracellular domain. Availability of the entire open-reading-frame and related sequence information would therefore 
facilitate the preparation of monoclonal antibodies against tree shrew CD3 and further studies for lts function. 
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树 剖 (tree shrews, Tupaia belangeri) 是 外 形 酷 
似 松 鼠 的 小 型 哺乳 动物 (Cao, 2003)， 生 活 在 东南 亚 
热带 雨林 地 区 ， 在 我 国 云南 、 广 西 和 海南 等 地 区 广 
泛 存 在 。 树 唤 曾 经 航 划 为 食 虫 目 和 有 灵长目 。 
Novacek(1992) 和 Waddell et al(2001) 通 过 哺乳 动物 
进化 关系 和 重要 重 白 氮 基 酸 序列 进行 的 分 子 进 化 
分 析 ， 认 为 树 网 是 灵 长 类 动物 的 近亲。 中 国 科学 院 
昆明 动物 所 细胞 库 通 过 与 天 国 剑桥 大 学 等 合作 ， 利 
用 染色 体 浴 色 技术 建立 的 染色 体 同 源 性 图 谱 表 明 ， 
树 珊 为 单 系 起 源 的 欧 顺 目 (Nie et al, 2008)。 由 于 树 
抽 体 型 小 、 吻 饲养 等 优点 ， 己 成 为 研究 多 种 人 类 疾 
患 的 良好 模型 ,包括 HBV、HCV、HSV、CHIK(Walter 
et al, 1996:; Zhao et al，2002; Daral et al, 1980: 
Kampen et al, 2002) 等 。 

哺乳 动物 的 CD3 分 子 是 工 淋 巴 细胞 受 体 (TCR) 
复合 体 的 重要 组 成 部 分 ， 表 达 于 成 熟 工 淋巴 细胞 表 
面 ， 由》 8S、sg、 和 mm 等 5 种 多 肽 链 组 成 。T 细胞 
在 胸腺 发 育 过 程 中 , 首先 表达 CD3y、6 和 gs 的 基因 ， 
经 翻译 后 修饰 形成 核心 结构 ， 在 内 质 网 中 与 后 表达 
的 TCRa、B 链 形成 复合 物 ， 转 移 到 淋巴 细胞 表 
面 (San et al, 1997)。 在 工 细 胞 介 导 的 免疫 应 答 过 程 
中 ，TCR 识别 并 结合 MHC 分 子 提 呈 的 抗原 肽 后 ， 
导致 CD3 分 子 胞 内 区 免疫 活化 基 序 (immune 
receptor tyrosine activation motif IIAM) 中 的 酷 损 酸 
磷酸 化 ， 进 而 与 ZAP-70 等 信号 分 子 中 SH2 结构 域 
(Src homology region 2) 结 合 ， 活 化 相关 激酶 ， 从 而 
将 识别 信号 转 入 工 细 胞 内 , 即 工 细胞 激活 的 第 一 信 
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研究 了 


号 (Gong, 2009)。ITAM 的 栈 氨 酸 如 有 突变 ， 则 显 车 
影响 工 淋 巴 细胞 的 发 育 和 功能 (Wang et al, 1998)。 

因此 , CD3 是 工 细胞 活化 信号 转 导 过 程 中 的 一 
系列 重要 生化 反应 的 关键 分 子 , 是 工 细 胞 群 的 重要 
表面 标志 。 目 前 研究 中 三 为 应 用 的 人 和 小 有限 CD3 
单 克 隆 抗体 多 为 抗 gs 链 抗 体 ， 但 是 已 有 发 表 的 树 殉 
CD3g 分 子 的 cpDNA 序列 (http://www.ensembl.org/ 
index.html，ENSTBEG00000003289) 残 断 不 全 。 为 
此 ， 本 研究 首先 以 确定 树 史 CD3g 完整 的 编码 序列 
为 目的 ， 进 而 对 其 进行 分 子 特征 分 析 ， 为 今后 制备 
树 哆 CD3 单元 隆 抗体 及 功能 研究 碳 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 动 物 

汗 缅 树 唤 由 中 国 科 学 院 昆明 动物 所 实验 动物 
中 心 提 供 ， 这 与 已 发 表 序列 所 用 树 网 为 同一 种 。 
1.2 ” 树 喝 CD3gs cDNA 的 分 子 克 隆 

由 于 已 发 表 的 树 购 CD3g 分 子 序 列 残 断 不 全 (图 
1), 我 们 首先 根据 人 、 恒 河 猴 和 小 鼠 等 物种 的 CD3s 
序列 进行 简 并 ,设计 了 下 游 引 物 (5'-TCAGATGCC- 
TCTCTGATTCAG-3"”)， 上 游 引 物 则 采用 已 有 序列 
(5-ATGCAGTCGGGCACTCTC-3n( 图 1)。 

而 后 , 分 别 取 3 只 树 哆 的 各 一 组 织 (脾脏 、 肝 及 
和 外 周 血 ) 提 取 总 RNA， 反 转录 为 cDNA， 用 设计 
的 CD3e 特异 性 引物 进行 PCR 扩 增 ， PCR 所 涉及 
的 循环 参数 如 下 : 93'C, 5 min; 93'C 30s, 57°C 30 
s，72°'C 45 s，35 个 循环 ， 最 后 72C 延 伸 10 min。 









































Home sapterns 
Macaca mlatta 

Mus musculys 

Rattus Norvedicus 
Ovis aries 

Bos teurvs 
GTGAATCAGAGAGGCATGTEA Ceanis lupus familiaris 


TOAATCGAGAGRA, Grrr 


Sus SCErols 


简 并 序列 ， 下 入 引物 
5 -TCAGATGCCTCTCTGATTCRG -了 


图 1 树 网 CD3s 已 知 和 残缺 序列 及 引物 设计 
Fig. 1 Primers for PCR amplification of tree shrew CD3g cDNA 
所 引用 序列 采 自 人 (NM 000733)、 恒 河 锋 (XM 001097204)、 小 鼠 (BC145954)、 大 鼠 (NM 001108140)、 犬 (DOGCD3E)、 牛 (BTU25687)、 


绵羊 (NM 001009418)、 时 猪 (S82909)。 


Sequences used for this study were extracted from Homo sapiens (NM 000733); Macaca mulatta (XM 001097204); Mus musculus (BC145954); 
Rattus norvegicus (NM 001108140); Canis lupus familiaris (DOGCD3E); Bos taurus (BTU25687); Ovis aries (NM 001009418); Sus scrofa 


(S82909). 
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同时 用 管家 基因 GAPDH (Glyceraldehyde-3-phos- 
phate dehydrogenase) 作为 阳性 对 照 ， 其 引物 为 
5' -CCATCACCATCTTCCAGGAGCGAG-3' 和 5"- 
CAAAGGTGGAGGAGTGGGTGTCG-3', 退火 温度 
为 57C( 以 上 所 用 的 试剂 盒 均 由 天 根 公司 提 供 )。 经 
PCR 扩 增 后 的 产物 ， 插 入 pDM19-T 载体 (TaKaRa 
公司 )。 转 化 DH5Su 感受 态 细胞 后 的 重组 质粒 ， 经 酶 
切 鉴 定 , 采用 双 脱 氧 测序 法 测定 序列 (北京 三 博 志 远 
基因 技术 有 限 公司 )。 
1.3 分子 特征 分 析 

本 文 用 于 比较 的 其 他 序列 采 目 GenBank 数据 
库 ， 分 别 采 用 DNA MAN 分 析 核 酸 序列 、Clustal W 
分 析 氨 基 酸 序列 和 MEGA 分 析 物 种 间 亲 缘 关 系 ， 
梨 日 质 三 维 结构 的 模 建 和 分 析 则 通过 Discovery 
Studio 和 PyMOL 完成 ， 信 号 肽 和 跨 膜 域 订 用 在 线 
软件 预测 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/; 
http:/www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.h 
tm])。 


2 结果 与 讨论 


2.1 树 胸 CD3g 全 长 编码 序列 克隆 

经 RT-PCR 分 别 从 3 只 树 哆 的 脾脏 、 肝 脏 和 外 
周 血 的 总 RNA 中 扩 增 出 长 度 约 为 580 bp 的 片段 (图 
2 














动物 编号 及 mRNA 组 织 来 源 


1 2 3 1 2 3 
M 脾 肝 血 脾 肝 血 ” H20 





CD3e GAPDH 
582 bp 380 bp 


图 2 树 掏 CD3e cDNA 的 扩 增 
Fig.2 RT-PCR amplification of tree shrew CD3e cDNA 


2.2 ” 树 购 CD3s 核酸 序列 测定 结果 与 比较 分 析 
我 们 将 树 静 CD3s PCR 产物 经 T/A 克隆 并 双向 
测序 ， 得 到 树 网 CD3s 全 长 编码 序列 (图 3), 确定 了 
原 发 表 序 列 中 残缺 的 第 S0 一 70 位 和 第 532 位 之 后 
的 未 知 序 列 ， 两 段 共 69 个 碱 基 。 树 网 CD3s 阅读 框 
全 长 582 bp， 编 码 193 个 氨基 酸 ( 图 3)，GenBank 
登录 号 为 HM007192,HM007191,HM007190。 
根据 我 们 确定 的 序列 ， 原 残缺 的 两 段 未 知 友 列 











GC 含量 较 高 (图 3)， 可 能 在 这 之 前 未 能 测 出 序列 的 
原因 。 进 一 步 分 析 可 以 确定 ， 我 们 重新 测定 的 序列 
在 第 103、163、166、167、195、216、229、322、 
345 位 上 与 已 发 表 的 序列 不 同 ， 同 时 未 检测 到 发 表 
序列 中 第 134 一 159 位 的 6 个 碱 基 ( 图 3)， 不 过 ， 以 
上 所 提 到 的 不 同 的 和 未 检测 到 的 碱 基 在 汗 缅 树 呐 
中 均 无 编码 或 移 码 改变 。 而 从 树 鸯 脾 中 得 到 的 CD3s 
在 第 76、488 位 与 其 他 只 树 网 肝 、 血 中 的 序列 不 同 ， 
其 中 第 76 位 上 的 差异 ， 具 有 不 同 的 编码 意义 
(G 一 A，Asp26 一 Asn26)( 图 3)， 可 能 是 同一 物种 不 
同 个 体 之 间 的 差异 。 由 于 我 们 是 分 别 从 3 只 树 网 各 
取 一 种 组 织 中 扩 增 基因 并 双 回 测序 ， 与 已 有 序列 相 
比 ， 我 们 确定 的 序列 应 当 是 比较 确切 的 。 
2.3 树 购 CD3s 在 物种 间 的 亲缘 关系 分 析 

我 们 采用 MEGA 软件 对 树 网 脾脏 CD3s 与 人 、 
恒 河 猴 、 小 鼠 、 大 鼠 、 犬 、 牛 、 绵 羊 、 野 猪 等 CD3e 
的 亲缘 关系 进行 分 析 。 如 图 4 所 示 ， 树 网 与 人 和 人 恒 
河 猴 的 CD3s 聚集 在 一 组 内 ， 而 与 大 鼠 、 小 女 等 物 
种 相对 较 远 ,这 与 树 购 接近 灵 长 类 的 结论 相符 (Nie 
et al, 2008)。 
2.4” 树 胸 CD3z 氨基 酸 序 列 分 析 
2.4.1 树 史 CD38 一 级 结构 特征 ”我们 采用 Clustal 
W 对 推导 出 的 树 吻 CD3g 氨基 酸 序 列 与 其 它 哺 乳 动 
物 进 行 比较 。 如 图 5 所 示 ， 与 其 它 动物 一 样 ， 树 吹 
CD3g 为 I 型 跨 膜 重 白 ， 总 体 结构 人 尔 可 分 为 信号 肽 、 
胞 外 域 、 跨 膜 域 和 胞 内 域 等 4 个 结构 域 。 
2.4.2 树 网 CD3g 胞 外 域 的 特征 ”各 物种 CD3s 重 
白 之 间 主 要 差异 表现 在 胞 外 域 。 首 先 ， 根 据 我 们 所 
确定 的 序列 , 树 购 出现 了 2 个 潜在 的 N- 糖 基 化 位 点 
(图 5)。 第 一 个 N- 糖 基 化 位 点 仅见 于 树 购 ， 是 由 于 
树 列 脾 CD3sg 核 苷 酸 序列 在 第 76 位 碱 基 的 拳 弄 
(G 一 A) 所 致 ; 而 第 二 个 N- 糖 基 化 位 点 则 是 树 岗 与 牛 
(Bos taurus) 共 有 的 (图 3，5)。 

CD3s 糖 基 化 的 生物 学 意义 尚 不 清楚 ， 但 是 这 
2 个 N- 糖 基 化 位 点 和 其 后 序列 的 差 寞 ， 可 能 会 导致 
人 和 树 购 CD3g 相应 区 域 在 结构 上 有 上 所 不 同 。 经 
Discovery Studio 构建 的 模型 显示 ， 人 CD3s 在 相应 
部 位 可 能 形成 2 个 a- 螺 旋 结 构 ， 而 树 吻 CD3s 则 呈 
现 环 状 结构 (图 6A 和 B、C 和 DD 中 )。 

而 且 ， 糖 基 化 与 其 它 序列 的 差异 ， 可 能 导致 分 
子 表 面 电荷 的 改变 。 我 们 采用 PyMOL 软件 对 以 上 
模型 建 的 立体 结构 进行 了 表面 绝对 电 衙 分析， 表明 
各 物种 CD38g 胞 外 域 总 体 市 负电 和 谷 ( 网 6E 和 FE， 
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Fig.3 Alignment of the published and new nucleotide sequences of tree shrew CD3sg chains 
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LTGCAGTCGGGCLCTCTCCGGAGAGTTCTGGGTCTCTGCTTCCTAGTA 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一- 一 -一 一 一- 一 一 一 一 tggcgcttgg 
tggcgcttgg 


taodgcgcttory 








TLRCIGDRCLLLLCTGGTGLTTCTAALCCTGCRCCGTACLLLGTCTCCATC 


一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一- 一 ..，,，,，.，. 一 一 一 t--ga--—----- 一 -一 一 一 一 
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i 和 和 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 ee i ei tp ee ee i i pi pe er en pen ie eg 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 


一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 EE EE EE EE EE .La EE EE EE Ce EE EY 
Te 人 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 EE OE EE EE EE EE ed 


CGOGGGACLLLAGLAGGRGAGGCCACCACCTGTCCCCRACCCAGACTATGA 


aaadgdgccagcgagacctgtatogccggcctogaatcagagaggcatctga 
aaaddccagcgagacctgtatogccggcetgaatcagadgaggcatctdga 
aaadgdgccagcgagacctgtatgccggcctgaatcagagaggcatctga 





图 3 树 购 CD3s 核酸 序列 比 对 分 析 








31 和 


60 
6D 
60 
60 


120 
120 
120 
12D0 


180 
1734 
1734 
1 74 


240 
234 
2344 
234 


300 
294 
294 
294 


360 
354 
354 
354 


420 
4 有 4 
4 二 4 
414 


480 
474 
4 
474 


53.1 
534 
534 
534 


53.1 
S82 
S82 
S82 


粗 线 黑 框 表示 元 隆 出 的 未 知 序 列 ， 细 线 黑 框 表示 可 能 引起 N- 糖 基 化 位 点 的 核 音 酸 ,，“- ”表示 相同 序列 ,，“.” 表 示 未 检测 到 的 序列 。 


Thick black frame show cloning unknown sequences. Thin black frame show nucleotide which may cause N-glycosylation sites. 
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Fig.4 Phylogentic relationships between CDa3sg chains from tree shrews and other mammals 





图 4 树 购 和 其 他 哺乳 动物 CD3g 之 间 的 杀 缘 关系 


66 ?7? 


show the same 


红色 )， 但 与 人 的 相应 区 域 对 比 ， 树 网 CD3s 
须 基 端 所 带 正 电 谷 相对 较 少 (网 6E 和 上 F， 监 色 ), 是 列 中 第 49、88、105、108 位 可 形成 二 
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信号 肤 胞 外 域 
JIQSCTHURY rLGLE LLs SVGVIGOD---—--— GNEEMGGITAOTP WisI sGTT VIi, ERQYPGS 
INASCIRURYLCLCLLSICYWUCQD ----- GNEEMGSITOTPYHYSISGTTYILTCS AHLGS 
MRWUNTFWUGILCLSLLAVYGTCODD ----------- -ENIEYERVYSISGTSYELTCP -LDSD 
MOWNAFWSILGLSLLAVYGTCAOE----------------- EYEVSISGTSVELTCEP -LENE 
MOSRNLWURILGLCLLSVGAWGODEDFERASDDLTS ISPERRFEVS ISGTE VYVIICEDYFGY 
MOSGNLWURALGLC LLLYGAWAND ---—--— ADE------ QRPYEVSISGNTYELTCPREFEG 
MOTGNLWUAVLGLCLLLYGAWAND ----- DTE------ QDNPYEVSISGNS YELTCEP EDFEN 
MPSGNLWUEVYLGLCLLSVYGAWGAOE --—---— DIERFDEDTORTFEREYVS ISGDRVYELTCEP EDPES 
MOSGTLRRVYLGLC FLYYGAWUGED ----- DNNETGDSRPASTERYSISGISYTLIICEP --LES 
个 糖 基 化 位 点 1 


oe 方 方 方 。 广 方 广 广 + “i 
po ra 


_EILWIOHNDENIGGDEDD KNIG: sDEDHL, SLEEFSELEQS GY PRGSKPEDAN FYLYL 






-EVYQWQHNGKNK- --ED- ----- SGDRL FLPEFSEMEQS GYYWCI PRGSNPEDASHHLYL 
ENLKWEKNGQELP --QK- ----- HDRHLYLODFSEVEDS GYIWICI TPA- -—-SNENTYLYL 
DNLKEWEKNDKYLP --DK- ----- NEKHLYLEDFSEVYEDS GYYWCITES- --SRENTYLYL 
DNIKWEKNDNLYE --GA- -----$5 SNREL SOKEFSEYDDS GYYAMCIYADS- --IKEKSYLYL 
-EIHUKQNDEQIEK--GY------ TGKQLLLENFSEMDNS GYYOCIHTE- GNREAAHTLYL 
-GIQOWERNNEQMEKR--GH- ----- NEKYLLLDOFSEMESSGYYOCILATE- GNTEAAHTLYL 
EKITWERNDMOIY--ES------ TDNIMLLERFSEVENS GYYICITYGE- KHT---HRLYL 
-DITWEKNGKEIP --DD------ HEKYLYLDNFSEIEDS GYYICIFTN-- --EERKNHYLYL 
个 糖 基 攻 位 点 2 
路 有 厦 域 胞 内 域 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 


则 CITGGLLILYYYUSKiRKAKAKPYTRGAGAGGRORG 
ITCITLGLLLLVYYUSKNRKAEKaRKPVTRGAGRAGGRORG 
ICITLGLLMYI YYUSKNRKAKARPYTRGTGAG SRPRG 
ICITLGLLMY YYUSKERRAKAKPYTRGTGTGGRPRG 
ICLTLGLLLMY YYUSKTRRANAKPYMRGTGAG SRPRG 
ICYTLGLLLLYYYWUSKESRKAKASPMTRGAGAGGRPRG 
ICYTLGLLLLYYYWUSKSRRAKATPMTRGAGAGGRPRG 
ICITLGLLITTY YYYSRSRKAKAMPYTRGAGAG GRPRG 
IGLTLGLLLLYYYUSKSKERAKAKPYTRGAGAGGRPRG 


EHD da 3 vaT IYI 





YE ett viII Vy 
TEVDLIMTYAT VY 





- 
NERE 良 5EEEY KGORDLESGLNQORRI 207 
‘PPPYV | KK 工人 安民 [RE 198 

PPPY EPIRKGORDLIESGLNORAY 189 

PPPY EPIRKGORDLISGLNORAY 188 

“PPPY EPIRKGOODLNESGLNORGI 202 

SY 192 
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站 站 二 得 二 
SH3 skH2 ITAMI SH2 ER 


图 5 树 购 CD3s 推导 揽 基 酸 序 列 比 对 分 析 
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Fig.3 Alignment of deduced amino acld sequences of tree shrew CD3sg with those from other mammals 
高 度 保守 的 胞 外 区 半 胱 氨 酸 残 基 、 蜂 腊 区 天 冬 氨 酸 残 基 和 胞 浆 区 酪 氨 酸 残 基 用 方 框 标注 ，SH3 结合 基 序 、ITAM 基 序 、ER 基 序 和 SH2 


结合 基 序 用 单 实 线 标注 和 全 标注 ; 





* 显 示 的 是 序列 上 100% 保 守 区 域 ;: 显示 保守 替换 ; .显示 的 是 非 保 守 替 换 。 


The boxes show the highly conserved cysteine residues in the extracellular domain, the aspartic acid residues in the transmembrane domain and 


the tyrosine residues in the cytoplasmic domain. A, Show the SH3 (Src homology region 3) binding motif, the ITAM( immune receptor tyrosine 


activation motif), the ER motif (Endoplasmic reticulum retention motif) and the SH2 (Src homology region 2) binding motif. *, Show the 100% 


conserved regions, conservative replacement and non-conservative replacement, respectively. 








不 过 ， 根 据 我 们 所 确定 的 序列 ， 树 吻 CD3s 序 


令 键 的 4 个 


个 仅 体 现 物种 间 的 兰 异 或 能 人 否 影响 CD3sg 与 狼 8 链 Cys 完全 保守 (图 3)、 因 此 ， 推 测 树 哆 CD3s 可 形成 


的 


A 待 探 讨 。 


与 其 它 物种 近似 的 稳定 的 总 体 结构 。 


488 动 物 





2.4.3” 树 列 CD3g 路 膜 域 牺 征 ”与 其 它 哺乳 动物 一 
样 ， 树 网 CD3g 跨 膜 域 的 20 个 残 基 高 度 保守 ， 特 别 
是 在 第 123 位 带 负 电 衙 保守 的 Asp 残 基 未 发 生 改 变 
(图 9)。 已 有 研究 表明 ， 这 一 残 基 通 过 与 TCRa 和 
TCRB 链 路 膜 区 的 赖 宽 酸 残 基 形成 盐 桥 (Samelson， 
2002)， 参 与 TCR/CD3 复合 物 的 形成 和 稳定 ， 但 其 
后 的 Cys( 即 其 它 物 种 CD3s 成 熟 蛋 白 中 的 第 $ 个 
Cys, 信号 肽 中 的 Cys 未 计 ) 在 树 购 为 Gly， 其 影响 和 




















4 -螺旋 结构 2-- -一 
[一 


氨基 端 


产 基 端 
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意义 尚 不 清楚 。 


2.4.4 树 购 CD3sg 胞 内 域 特征 各 物种 CD3s 和 集 日 
胞 内 域 差异 其 小 , 5 个 与 TCR/CD3 复合 体 信 号 转 导 
所 必需 的 基 序 , 即 SH3 (Src homology region 3) 结 合 
基 序 、ITAM 基 序 、ER 其 序 (endoplasmic reticulum 
retention motif， 内 质 网 湾 留 基 序 ) 和 2 个 SH2 结合 
蔡 序 完全 保守 。 

如 前 所 述 ,ITAM 基 序 YxxVLx(6-8)YxxI 是 TCR 











N- 糖 基 化 位 点 1 


人 和 一 上 村 六 化 位 点 2 


< 一 一 一 N- 糖 基 化 位 点 1 





图 6 人 和 树 哆 CD3s 胞 外 域 蛋白 三 维 结构 模 建 和 表面 电荷 比较 


Fig.6 Modeling of three-dimensional structures and surface charges of the extracellular domain of human 


and tree shrew CD3g chains 


左 、 石 分 别 为 人 和 树 购 CD3e 和 蛋白 三 维 结构 模 建 ，A、B 和 C，D， 以 及 E、F 分 别 为 空间 构象 的 表面 图 和 球 带 图 ， 以 及 表面 绝对 电荷 分 





布 图 ( 猴 电 和 丛 显 示 为 红色 ， 正 电 从 为 监 色 )。 


Modeled structures and surface charges of human (left) and tree shrew (right) CD3g chains. Shown on A and B, C and D, E and F are surface 


views, ribbon structures and surface charges, respectively. Shown in red are negative charges and in blue positive charges. 
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识别 抗原 后 淋巴 细胞 活化 信号 转 导 的 关键 基 序 。 其 
中 的 Tyr174 和 Tyr185 为 两 个 潜在 的 酷 氨 酸 磷 酸化 
位 点 (图 5), 磷酸 化 后 可 与 下 游 分 子 PTK 和 ZAP-70 
的 SH2 结构 域 特 共性 结合 ， 转 导 细 胞 内 信和 号。 这 一 
基 序 在 树 哟 中 完全 保守 ， 表 明 树 网 CD3g 分 子 其 有 
参与 工 细 胞 信号 转 导 功能 的 基本 结构 基础 。 

介 于 Arg165 和 Pro170 之 间 是 舍 Pro 的 SH3 结 
合 基 友 (xPPxP)， 可 与 下 游 信 与 分 子 的 Src 同 源 区 
3(SH3) 结 合 (Koch et al, 1991; Myung et al, 2000), 位 
于 ITAM 之 前 (图 5), 而 2 个 SH2 结合 基 序 (YxxL/D 
位 于 Tyr174 和 Tlel189 之 间 , 分 别 与 TTAM 和 ER 基 
序 重 县 (图 $)。 这 3 个 SH 结合 基 序 在 树 购 中 亦 完全 
保守 ， 进 一 步 说 明 树 网 CD3g 可 同样 参与 下 游 分 子 
的 结合 和 信号 转 导 。 

而 最 接近 需 基 闹 的 ER 基 序 (YxxLxxR)， 与 
TCR/CD3 复合 体 的 装配 、 上 膜 和 内 化 直接 相关 。 特 
列 是 在 与 抗原 或 单元 隆 抗体 结合 后 , TCR/CD3 复合 
体 可 被 引 回 胞 内 (internalization) 和 降解 ， 下 调 在 细 
胞 表面 CD3 的 表达 以 防止 细胞 过 度 活化 。 而 CD3 
回 胞 过 程 需 要 这 一 特殊 的 ER 基 序 (Jacobs et al， 
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此 外 ， 树 网 ER 基 序 在 第 168 位 上 的 氨基 酸 与 
牛 相同 ,为 Ala， 而 其 他 物种 为 Ser。 结 合 上 述 树 勋 
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本 研究 首次 较为 精确 地 确定 了 树 刚 CD3s 的 全 
长 编码 序列 ， 并 对 其 分 子 特征 进 行 了 推测 和 分 析 。 
我 们 的 研究 表明 ， 树 购 CD3s 链 的 整体 序列 和 结构 
与 其 它 哺乳 动物 近似 ， 特 别 是 可 以 形成 二 令 键 及 盐 
桥 的 残 基 和 胞 内 域 的 $ 个 与 信号 转 导 功能 调节 直接 
相关 的 关键 基 序 高 度 保守 ， 应 推测 为 具有 相应 的 重 
要 功能 。 但 在 胞 外 域 的 2 个 u- 螺 旋 区 和 表面 电 傈 分 
布 的 兰 开 较为 明显 ， 除 对 相关 功能 的 可 能 影 啊 值得 
进一步 研究 外 ， 也 较 好 地 解释 了 我 们 和 多 个 实验 室 
发 现 的 小 鼠 和 人 CD3 单元 隆 抗 体 与 树 鸯 无 明显 交 
又 反应 的 现象 。 
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